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SEZNAM GESEL 
 
CRISPR/Cas9 - sistem gruče kratkih palindromskih ponovitev na redni razdalji in s tem 
sistemom povezana endonukleaza (ang. clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated protein) 
 
LIPOKSIGENAZE -  encimi, ki peroksidirajo (nekontrolirana oksidacija lipidov v biološki 
membrani) večkrat nenasičene maščobne kisline, kot sta linolenska in arahidonska kislina 
 
Test T7E1 - test pri katerem se preverja rez heteroduplekov DNA, ki nastanejo pri 
prileganju verige DNA, ki je bila spremenjena zaradi delovanja CRISPR/Cas9 na verigo 
nespremenjene DNA. 
 
ZUNAJCELIČNI VEZIKLI - nosilci s kompleksnimi tovori, vključno z beljakovinami, 
lipidi in nukleinskimi kislinami 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AIM2 - od interferona odvisne beljakovine (ang. Interferon-inducible protein ali absent in 
melanoma 2) 
 
AK – aminokislina (ang. Amino acids)  
 
ALOX - encim arahidonat lipoksigenaze (ang. arachidonate lipoxygenase) 
 
APS - amonijev persulfat 
 
BIR - replikacija zaradi zloma (ang. break-induced replication) 
 
CD14 – kompleks diferenciacije 14 (ang. Cluster of differentiation 14) 
 
CLR - C-tip lektinski receptorji (ang. C-type lectin receptors) 
 
CRISPR/Cas9 - sistem gruče kratkih palindromskih ponovitev na redni razdalji in s tem 
sistemom povezana endonukleaza (ang. clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated protein) 
 
crRNA – Crispr RNA (ang. CRISPR RNA) 
 
DAMP - molekulski vzorci povezani s poškodbami – (ang. damage associated molecular 
patterns) 
 
DMSO - dimetil sulfoksid 
 
DSB - dvojnoverižni prelom DNA (ang. double-stranded break) 
 
DSBR - popravilo z dvojnim prelomom (ang. double-strand break repair) 
 
EC - endotelijske celice (ang. endothelial cells) 
 
EDTA - etilendiamintetraocetna kislina  
 
EtBr - etidejev bromid 
 
EV - zunajcelični vezikli (ang. Extracellular vesicles)  
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HEK293 - celična linija iz človeških zarodnih ledvičnih celic (ang. Human embryonic 
kidney 293 cells)  
 
HR - homologna rekombinacija (ang. homologous recombination) 
 
ICAM-1- intracelularne adhezijske molekule 1 (ang. intercellular adhesion molecule 1) 
 
IKK - kompleks kinaz IκB (ang. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase) 
 
IL-6 - interlevkin 6 (ang. Interleukin 6) 
 
LBP - LPS-vezajoča beljakovina (ang. LPS binding protein) 
 
LPS - lipopolisaharid (ang. Lipopolysaccharide) 
 
MD-2 - ko-faktor MD-2 (ang. myeloid differentiation factor-2) 
 
MMHEJ - popravilo s spajanjem mikrohomolognih koncev (ang. microhomology-
mediated end joining) 
 
MQ - voda, ki je prešiščena skozi 0.22 μm membrane pri uporu 18.2 mikro Ohmov 
 
NF-κB- Transkripcijski faktor jedrni faktor κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells)  
 
NHEJ - popravljanje s spajanjem nehomolognih koncev (ang. nonhomologous end joining) 
 
NK - celice naravne ubijalke (ang. natural killer) 
 
NLR - NOD-u podobni receptorji (ang. Nod like receptors) 
 
PAGE – Poliakrilamidni gel (ang. polyacrylamide gel)  
 
PAM - zaporedje DNA, ki jo prepozna Cas9 encim (ang. protospacer adjacent motif) 
 
PAMP - molekulski vzorci, povezani s patogeni (ang. pathogen associated molecular 
patterns) 
 
PBST - raztopina iz soli fosfatnega pufra in Tweena 
 
PCR - Verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase chain reaction)  
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PRR - receptorji za prepoznavanje vzorcev (ang. pattern recognition receptors) 
 
RLR - RIG-I podobni receptorji (ang. retinoic acid-inducible gene-I-like receptors) 
 
ROS - reaktivne kisikove spojine ali zvrsti  (ang. reactive oxygen species) 
 
SDSA - sinteza, ki je odvisna od prileganja (ang. synthesis-dependent strand annealing) 
 
SSA - prileganja na enoverižno DNA (ang. single-strand annealing)  
 
sgRNA - vodilna RNA (ang. guide RNA)  
 
ssRNA – enoverižna RNA (ang. single-stranded RNA) 
 
TALEN - spojine s transkripcijskim aktivatorjem podobnim dejavnikom (ang. 
Transcription - Activator Like Effector Molecules) 
 
TFs - tkivni dejavniki (ang. tissue factors)  
 
TLR - Toll-u podobni receptorji (ang. Tool like receptors) 
 
TLR4-MD-2 - TLR4 in myeloidni faktor diferenciacije (ang. Toll like receptor/ myeloid 
differentiation factor 2) 
 
TNF- α - faktor nekroze tumorja α (ang. Tumor necrosis factor) 
 
tracrRNA – trans-aktivirajoča RNA (ang. trans-activating crRNA 
 
TRAM - translokacijska beljakovina vezana na membrano (ang. translocating chain-
associated membrane) 
 
TRIF – beljakovina TIR, ki vsebuje adapter za sproščanje interferona-β (TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-β) 
 
T7E1 - test pri katerem se preverja rez heteroduplekov z endonukleazo 1 (ang. T7 
Endonuclease I assay) 
 
VCAM-1 - vaskularne adhezijske molekule 1 (ang. vascular cell adhesion molecule 1) 
 
ZFN - nukleaze, spojene s cinkovimi prsti (ang. Zinc Finger Nuclease)  
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1 UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Vnetje je ključnega pomena za obrambo organizma pred patogeni. Ob vnetju pride do 
povečane proliferacije imunskih celic (nevtrofilci, makrofagi). Te celice dodatno 
proizvajajo proinflamatorne citokine in kemokine, ki vodijo do aktivacije limfocitov in 
posledično imunskega odziva. Poznamo tudi vnetje kot posledice travme, ishemično–
reperfuzijske poškodbe (okvara tkiva po ponovni vzpostavitvi krvnega obtoka v prehodno 
ishemičnem organu ali v tkivu zaradi nastanka reaktivnih kisikovih zvrsti) ali kemično 
inducirane poškodbe, ki se običajno pojavijo brez prisotnosti mikroorganizmov. Takšno 
vnetje imenujemo sterilno vnetje. V nekaterih primerih se vnetje ne pozdravi in 
potencialno lahko škoduje gostitelju. Pri vnetju nevtrofilci in makrofagi proizvajajo 
reaktivne kisikove spojine ali zvrsti (ang. reactive oxygen species, ROS) in proteaze, ki 
poškodujejo tkivo. Na imunskih celicah obstaja več razredov receptorjev, ki so pomembni 
za zaznavanje okolja, v katerem se inducira vnetni odziv. To so receptorji naravne 
imunosti, ki prepoznavajo vzorce oz. motive, značilne za mikroorganizme (ang. pattern 
recognition receptors, PRR). Ena skupina teh receptorjev so Toll-u podobni receptorji (ang. 
tool like receptors, TLR), ki so transmembranske beljakovine (Chen in Nuñez, 2010). 
 
V primeru sterilnega vnetja na aktivacijo preko receptorja TLR4 posredno vpliva tudi 
encim 15-lipoksigenaza (ALOX 15). Zunajcelični vezikli se ob stresu sproščajo iz celic. 
Njihova membrana je sestavljena iz fosfolipidne membrane, katere fosfolipidi so substrat 
za lipidno peroksidacijo. Peroksidira jih 15-lipoksigenaza. Tako nastajajo 
hidro(pero)ksilirani fosfolipidi ki se lahko vežejo na kompleks, ki nastane z združitvijo 
TLR4 in mieloidnim faktorjem diferenciacije (ang. Toll like receptor/ myeloid 
differentiation factor 2, TLR4-MD-2), kar povzroči aktivacijo TLR4. Za proučevanje na 
kakšen način encim 15-lipoksigenaza (ALOX 15), ki ga kodira gen ALOX 15, deluje bi 
bilo dobrodošlo, da bi imeli celično linijo, v kateri se ALOX 15 ne bi izražal. Cilj 
magistrske naloge je bila priprava takšne celične linije. Raziskavam na tej temi je največ 
časa na Kemijskem inštitutu namenila dr. Mateja Manček Keber.  
 
Odločili smo se, da za pripravo celične linije, ki ne bi izražala gena ALOX 15, uporabimo 
metodo za modifikacijo genoma, imenovan sistem gruče kratkih palindromskih ponovitev 
na redni razdalji in s tem sistemom povezana endonukleaza (ang. clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein, CRISPR/Cas). Metoda 
CRISPR/Cas izvira iz bakterijskega in arhejskega imunskega sistema. Za preživetje ob 
različnih okoljskih grožnjah oz. stresu, vključno s tistimi, ki jih povzročajo bakteriofagi in 
plazmidi, prokarionti uporabljajo različne strategije. Da bi se zaščitili pred temi elementi, 
veliko bakterij in arhej uporablja sistem CRISPR/Cas (Ratner in sod., 2016). Odkritje 
bakterijskega mehanizma je privedlo do razvoja metode CRISPR/Cas9. Deluje tako, da 
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crRNA (ang. CRISPR RNA, crRNA) skupaj s tracrRNA (ang. trans-activating crRNA, 
tracrRNA), vodi endonukleazo Cas9 do tarčnega mesta in povzroči dvojnoverižni prelom 
DNA (ang. double-stranded break, DSB). Ta je pogoj za modifikacijo genoma. Tega pa 
celice popravijo s samopopravljalnimi mehanizmi (Ran in sod., 2013). 
 
1.2 CILJI 
 
Cilj magistrske naloge je bila priprava celične linije HEK293 z izbitim genom ALOX 15, ki 
kodira zapis za beljakovino lipoksigenazo 15 (ALOX 15). 
  
Načrtovali in izbrali smo tarče, ki pogojujejo zapis za vodilno RNA, ki se nam bodo zdela 
najboljša, jih vstavili v plazmid in nato konstrukt s transfekcijo vstavili v celično linijo 
HEK293. Izbrali bomo posamezne izolirane klone in z dodatnimi metodami preverili 
spremembo zaporedja DNA. 
 
1.3 HIPOTEZI 
  
1.) Predpostavili smo, da bomo na genomu uspešno določili mesto za zapis gena ALOX 15 
in pripravili konstrukte, s katerimi bomo s tehnologijo CRISPR/Cas9 lahko povzročili 
izgubo funkcije gena. 
 
2.) Z omenjenimi konstrukti bomo spremenili genom celične linije HEK293 in bo nastala 
linija z zmanjšanim ali izničenim delovanjem te beljakovine. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 UREJANJE GENOMA 
 
V zadnjem stoletju je prišlo na področju genetike do velikega napredka v genetskih 
analizah in genetskih manipulacijah. Z novimi tehnologijami kot so visoko zmogljivo 
sekvenciranje DNA in pre-urejanje genoma se je občutno povečalo delo na modelnih 
organizmih, evolucijskih študijah, hkrati pa so se izboljšale medicinske aplikacije (Carroll, 
2014).  
 
Pred odkritjem novejših tehnologij so za spreminjanje genoma uporabljali sevanja in 
kemične mutageneze, kar je povzročalo spremembe na naključnih mestih v genomu. Prve 
ciljne genomske spremembe so izvedli v kvasovkah in pri miših v sedemdesetih in 
osemdesetih letih prejšnjega stoletja. Glavni težavi sta bili naključno mesto spremembe in 
nujna prilagoditev tehnologije za različne organizme. Kasnejše metode, ki so omogočile 
razmah v urejanju genoma, temeljijo na spremembah na načrtovanih, poljubno izbranih 
mestih DNA. Danes poznamo tri vrste nukleaz (Slika 1), ki jih lahko programiramo tako, 
da DSB nastanejo na točno določenem mestu. Izmed njih so bile prve uporabljene FokI 
nukleaze, spojene s cinkovimi prsti (ang. Zinc Finger Nuclease, ZFN). Nato so odkrili 
spojine s transkripcijskim aktivatorjem podobnim dejavnikom (ang. Transcription-
Activator Like Effector Molecules, TALEN) spojeni z endonukleazo FokI. Beljakovine 
ZFN in TALEN prepoznavajo DNA na osnovi specifičnih DNA-beljakovinskih interakcij. 
Pravo revolucijo pri urejanju genoma je zaradi svoje enostavne uporabe omogočil sistem 
CRISPR/Cas (Voytas in Gao, 2014). 
 
Slika 1: Primerjava različnih metod za spreminjanje genoma (Voytas in Gao, 2014) 
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2.1.1 Dvojnoverižni prelom DNA 
 
Cilj urejanja genoma je, da v ciljnem zaporedju naredimo dvojno verižni prelom DNA. Pri 
raziskavah o poškodbah in popravilih DNA so ugotovili, da se rekombinacija med 
homolognimi sekvencami v mejozi stimulira z namernimi DSB (Latt, 1981). Z modelnimi 
poskusi so z zelo specifičnimi nukleazami, dokazali stimulacijo homolognega popravka v 
celicah kvasovk in sesalcev. S tem so pokazali pot za genomsko urejanje (Youds in 
Boulton, 2011). Poznamo različne popravljaljne mehanizme, ki se sporožijo po DSB. V 
grobem ločimo popravljanje s homologno rekombinacijo (ang. homologous recombination, 
HR) in združevanje nehomolognih koncev. Prelomi na enem koncu (ang. one-ended DSB) 
se ponavadi popravijo s HR, zaradi pomanjkanja »partnerja« za vezavo koncev pri 
popravljanju s spajanjem nehomolognih koncev (ang. nonhomologous end joining, NHEJ). 
Medtem ko se dvostranski DSB-ji (ang. two-ended DSB) v veliki večini (70 %) 
popravljajo z NHEJ (Shibata, 2017). 
 
Slika 2: Vrste dvoverižnih prelomov (Huertas, 2010) 
DSB-ji se popravljajo na različne načine, kar je prikazano na sliki 2. Najbolj poznano je 
NHEJ, kjer se oba konca preprosto povežeta. Po principu homologne rekombinacije se 
prelomi popravljajo z vgradnjo homolognih zaporedji samo v S/G2 fazah celične delitve 
(Slika 2, rdeče obarvano). Na 3' koncu, kjer je bila po delovanju nukleaze izpostavljena 
OH skupina, se po delovanju nukleaze, homologna sinteza DNA nadaljuje po predlogi 
DNA. Na novo sintetizirana DNA (svetlo modre barve) se združi s 5' koncem tako, da se 
tvori dvojno Hoolidayevo stičišče. To imenujemo popravilo z dvojnim prelomom (ang. 
double-strand break repair, DSBR). Če ga prestavimo in ponovno nalega, to imenujemo 
sinteza, ki je odvisna od prileganja (ang. synthesis-dependent strand annealing, SDSA). Če 
se DNA sinteza nadaljuje do konca kromosoma, to imenujemo replikacija zaradi zloma 
(ang. break-induced replication, BIR). V primeru prileganja na enoverižno DNA (ang. 
single-strand annealing, SSA), se dve homologni regiji, ki sta bili izpostavljeni DNA, ki 
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vodi v delecijo neke regije, lahko povežeta med seboj. Poznamo tudi popravilo s spajanjem 
mikrohomolognih koncev (ang. microhomology-mediated end joining, MMHEJ), ki 
združuje mehanizme SSA in NHEJ in uporablja kratke homologne dele (2-3 bazne pare) 
(Huertas, 2010).  
 
2.1.2 Popravilo s spajanjem nehomolognih koncev – NHEJ 
 
Za preživetje celice je nujno, da se prelomi pravilno popravijo, saj DSB lahko povzroči 
delecije, translokacije, kar lahko vodi v celično smrt (Negritto, 2010). DSB se popravijo s 
spajanjem nehomolognih koncev v fazah G1/S/G2. Po popravilu pride do t.i. indel 
(insercije-delecije) mutacij, pri katerih se lahko premakne bralni okvir, prihaja do prepisa 
nesmiselnih (vstavitev prezgodnjega STOP kodona) ali drugače smiselnih AK (sprememba 
kodona za drugo AK). To v končni fazi pomeni nefunkcionalno beljakovino in posledično 
pomanjkanje funkcije le-te ali prezgodnji konec translacije beljakovine (Lainšček in sod., 
2017). To lastnost se izkorišča pri popravljanja DSB za preurejanje genoma.  
 
2.1.3 CRISPR/Cas 9 
 
2.1.3.1 Bakterijska pridobljena imunost 
 
Že pred desetletji so se znanstveniki začeli ukvarjati z raziskovanjem sistema pridobljene 
imunosti in s tem, kako bi ga lahko izkoristili za usmerjeno spreminjanje genoma. 
Ugotovili so, da so nizi, ki jih imenujemo sistem gruče kratkih palindromskih ponovitev na 
redni razdalji (CRISPR), prisotni v številnih bakterijah in arhejah (Jansen in sod., 2002).  
 
CRISPR/Cas sistem razdelimo v dva razreda, pet tipov (tip I, II, III, IV, V) in 16 podtipov, 
pri katerih vsi sistemi delujejo v treh korakih, in sicer stopnja adaptacije (a), stopnja 
izražanja (b) in stopnja interference (c), kar je prikazano na sliki 3. 
 
a) Stopnja adaptacije ali prilagoditve 
Stopnja adaptacije je bistvena za tvorjenje genetskega spomina celice. V tej fazi se tvori 
lokus CRISPR, ki ga tvorijo kratke ponovitve DNA, ki so pridobljene iz invazivnih 
plazmidov ali tujih DNA, in jih imenujemo vmesniki (ang. spacer). Pridobitev vmesnika 
poteka v dveh korakih, in sicer na izbor protovmesnika in generiranje vmesnika. Sledi 
vključitev v lokus CRISPR in sinteza ponovitvenega zaporedja. Cas1 in Cas2 sta dve 
najpomembnejši beljakovini v fazi pridobivanja vmesnikov CRISPR. Delujeta kot 
kompleks, kjer se en dimer Cas2 veže na dva dimerja Cas1. Prisotnost zaporedja PAM, ki 
ga prepozna Cas9 (ang. Prostospacer adjacent motif, PAM), je pogoj za izbiranje in 
vgradnjo vmesnika. Mehanizem pridobivanja vmesnikov in zaporedje motiva PAM se 
razlikuje med različnimi vrstami sistemov CRISPR (Barrangou in sod., 2007). 
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b) Izražanje CRISPR RNA in Cas genov 
Pridobivanju novih vmesnikov sledi ekspresija ali izražanje CRISPR RNA (crRNA) in 
beljakovin Cas. Pri različnih vrstah sistemov CRISPR so uporabljene različne Cas 
beljakovine. Transkripcija se začne z začetno regijo, ki vsebuje elemente promotorjev, 
vezavna mesta za regulatorne beljakovine in elemente, ki so pomembni za integracijo 
vmesnikov. Pripravljen prepis pre-crRNA je sestavljen iz CRISPR niza, ki se dalje 
obdeluje v manjših enotah, ki ustrezajo enemu vmesniku. Za razliko od drugih vrst, 
CRISPR tipa II se za obdelavo pre-crRNA uporablja beljakovina Cas9. Na novo ustvarjena 
zrela crRNA deluje v interakciji s kratkim tracrRNA in služi kot vodilo za Cas9 na tarčno 
DNA (Gupta in sod., 2019). 
 
c) Interferenca 
Ko nastanejo crRNA, le-te prepoznajo vdrla tuja ciljna zaporedja s komplementarnimi 
bazami. Po tem crRNA skupaj s Cas izvajajo postopek razgradnje. Pri tem je za CRISPR 
tipa II odgovoren Cas9. Vsaka vrsta CRISPR ima dve nukleazni domeni, ki opravita 
postopek razgradnje (Gupta in sod., 2019).  
 
 
Slika 3: Faze pridobljene imunosti sistema CRISPR/Cas (Ratner in sod., 2016) 
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Tri faze pridobitve imunosti po sistemu CRISPR/Cas tipa II (Slika 3):  
A: tuja DNA (temno vijolične barve) vstopi v celico. 
B: Cas1, Cas2, Cas9 v kompleksu s tracrRNA (modre barve) izbere razmik v tarči preko 
Cas9 posredovane identifikacije protovmesnika sosednjega motiva (PAM-temno vijolični 
pravokotnik na tuji DNA) PAM se procesira v fragment z velikostjo vmesnika. 
C: Kompleks beljakovin Cas, ki je pritrjen na vmesnik, identificira polje CRISPR in 
ustvari posamične prelome na vsaki strani. 
D: Nova sekvenca vmesnika je vstavljena v matriko in eno-verižne ponovitve na vsaki 
strani se popravljajo z DNA polimerazo. 
E, F: crRNA transkripcija in zorenje. 
E: CRSPR matrika in tracrRNA se prepišeta, kar se razcepi v zrel vmesnik-specifične 
crRNA z RNazo III. Skupek zrele crRNA in tracrRNA ostane vezan na Cas9 kot 
heterodupleks. 
G,H: Identifikacija in cepitev tarče. 
G: Po ponovni okužbi s tujo DNA se vmesnik na crRNA heterodupleksa Cas9:RNA veže 
na komplementarno zaporedje na tuji nukleinski kislini. 
H: Cas9 sprejme konformacijsko aktivno stanje in cepi obe veji DNA v tarči in tako zaščiti 
celico. 
V povezavi z dejstvom, da so bili številni vmesniki identični mobilnim genetskim 
elementom, so začeli razmišljati o tem, da bi lahko sistemi CRISPR/Cas delovali kot 
oblika RNA-usmerjene interference proti tujim genetskim elementom. To hipotezo so 
potrdili s poskusi, ki so zagotovili prve neposredne dokaze, da sekvence CRISPR in 
pripadajoči Cas  usmerjajo interferenco proti bakteriofagni okužbi (Barrangou in sod., 
2007). 
 
2.1.3.2 CRISPR/Cas9 sistem za spreminjanje genoma  
 
Sistem CRISPR/Cas je zelo učinkovita, hitra, enostavna in poceni tehnika za spreminjanje 
genoma (Ran in sod., 2013). Sistemi tipa I in II izboljšujejo specifičnost s prepoznavanjem 
tarčnega zaporedja PAM, ki je na tarči na komplementarni verigi. PAM preprečuje vezavo 
na netarčna mesta (Ran in sod., 2013).  
 
Jinek in sod. (2012) so sistem poenostavili tako, da so združili crRNA in tracrRNA v eno 
molekulo, imenovano vodilna RNA (ang. guide RNA, sgRNA). Ta prav tako prepoznava 
20 baznih parov (bp) dolgo tarčno zaporedje v genomu. Vodilna RNA je sestavljena iz treh 
ključnih 5'-3' regij: vodilna RNA tarčna DNA heterodupleks regija, kjer se sgRNA poveže 
z DNA, regija ponovitev-antiponovitev, kjer poteče hibridizacija med crRNA in tracrRNA 
8 
Perčič A. Urejanje gena ALOX 15 z metodo CRISPR/Cas9 v celicah HEK293.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2019 
    
ter regija dodatne zanke. Prvi dve regiji se nahajata v pozitivnem žlebu med obema 
režnjema Cas9, dodatna zanka sgRNA pa interagira s pozitivnimi AK-ostanki na površini 
Cas9, kar poveča interakcije med sgRNA in Cas9 (Jinek in sod., 2012). 
 
Cas9 ima šest domen in sicer, REC I, REC II, Bridge Helix, PAM interacting, HNH in 
domeno RuvC. Domena Rec I je odgovorna za vezavo vodilne RNA. Domena REC II še ni 
dobro raziskana, a je ta močna vijačnica, bogata z argininom, ključnega pomena za začetek 
cepitvene aktivnosti po vezavi ciljne DNA. Domena PAM Interacting podeli specifičnost 
PAMa in je zato odgovorna za začetek vezave na tarčno DNA. HNH domena cepi 
komplementarno verigo, medtem ko RuvC cepi nekomplementarno verigo (Gupta in sod., 
2019). HNH in RuvC domeni sta ključni zaradi točkovnih mutacij, zaradi katerih je 
beljakovina Cas9 sposobna cepiti le eno verigo (Jinek in sod., 2012). Vodilna RNA je 
sestavljena iz enojne verige RNA, dolge približno 20 baznih parov. Ta tvori obliko T iz 
ene tetra zanke in dvema ali tremi enojnimi. Vodilna RNA mora biti na 5' koncu 
komplementarna tarčni sekvenci DNA kar zagotavlja specifično delovanje (Gupta in sod., 
2019).  
 
 
Slika 4: Prikaz delovanja CRISPR/Cas9 s sgRNA (Charpentier in Doudna, 2013) 
Mehanizem CRISPR/Cas je sestavljen iz več delov, kar je prikazano na sliki 4. Najprej se 
sgRNA veže s Cas9 in sproži konformacijsko spremembo in aktivira beljakovino. Ko se 
Cas9 aktivira, išče zaporedje PAM, ki ga prepozna. Ko se Cas9 veže na zaporedje PAM in 
se sgRNA ujema s komplementarnim območjem DNA,  pride do reza. Cas9 povzroči DSB, 
ki nastane 3-4 bazne pare za PAM sekvenco. DSB se lahko popravi po različnih poteh. 
Prva je z NHEJ. Posledica NHEJ so indel (insercija in/ali delecija) mutacije, kar vodi v 
premaknjen bralni okvir ali vstavitvitev prezgodnjega stop kodona. Druga je pot 
homologne rekombinacije (HR), ki išče prisotnost homolognega zaporedja DNA. HR je 
manj nagnjena k napakam. Cas9 deluje kot splošna endonukleaza in za delovanje tega 
sistema je potrebna samo sgRNA, ki jo je mogoče kemično sintetizirati (Gupta in sod., 
2019). 
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2.2 IMUNSKI SISTEM 
 
Imunski sistem ima tri bistvene funkcionalne lastnosti, in sicer poznavanje in razlikovanje 
med organizmu lastnimi in tujimi snovmi, aktiviranje poti, ki odpravijo patogene in 
dolgotrajen spomin, da se ob ponovni grožnji lahko aktivirajo že specifične celice. 
Prilagodljiv imunski sistem je ključ do selektivnega prepoznavanja in pomnjenja za 
nalezljive patogene. Vzdrževanje zdravja zahteva urejenost interakcij in povezav med 
prirojeno in pridobljeno imunostjo in s tem pravočasno aktivacijo vnetnih poti. Prirojen 
imunski sistem zagotavlja prvo obrambno linijo proti patogenom in vključuje celične 
elemente skupaj s fizičnimi, fiziološkimi in kemičnimi ovirami pri vstopu patogenov in 
njihovem preživetju. Anatomske ovire so epitelijske plasti kože in sluznice, ki preprečujejo 
vstop patogenom (Howell in Shepherd, 2018). 
 
Vnetje je eden od bistvenih mehanizmov naravne imunosti in je hkrati povezava med 
prirojeno in pridobljeno imunostjo. Aktivira se z vezavo mikrobov na receptorje za 
prepoznavo molekularnih vzorcev (ang. pattern recognition receptors, PRR) (Garcia Bueno 
in sod., 2016). 
 
Do danes so določili pet razredov PRR, ki so: 
- Toll-u podobni receptorji (TLR), ki so transmembranske beljakovine na celični 
površini ali v endosomih,  
- NOD-u podobni receptorji (NLR), ki se nahajajo v citoplazmi,  
- RIG-I podobni receptorji (RLR), ki se prav tako nahajajo znotraj celic in so v 
glavnem vključeni v protivirusne odzive, 
- C-tip lektinski receptorji (CLR), ki so transmembranski receptorji, za katere je 
značilna prisotnost vezave ogljikovih hidratov in  
- od interferona odvisne beljakovine (AIM2), za katere je značilna prisotnost pirinske 
domene in DNA-vezavne HIN domene za detekcijo znotrajcelične microDNA8 
(Chen in Nuñez, 2010).  
 
Najbolj znani receptorji PRR so TLR. Vzorci PAMP so za patogene življenjsko 
pomembni, zato so evolucijsko zelo ohranjeni. Primer je endotoksin lipopolisaharid (ang. 
lipopolysaccharide, LPS), ki se nahaja na zunanji membrani Gram-negativnih bakterij 
(Garcia Bueno in sod., 2016).  
 
Celične komponente naravne imunosti vključujejo polimorfne celice (nevtrofilce, 
bazofilce, mastocite), fagocitne celice (monocite, makrofage, dendritične celice) in celice 
naravne ubijalke (ang. natural killer, NK), ki prepoznavajo vezavo molekulskega vzorca 
povezanega s patogeni (angl. pathogen associated molecular patterns, PAMP) na površje 
PRR. Na ta način se v citoplazmi gostiteljske celice aktivirajo zaščitni vnetni celični 
odzivi. Končni odziv prirojene imunosti na prepoznavanje patogenov je proizvodnja 
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vnetnih mediatorjev. Te molekule so neposredno vključene v odziv na patogene in 
nadzorujejo aktivnost celične obrambe. Kemokini privlačijo vnetne in imunske celice na 
mestih okužbe, medtem pa prostaglandini in levkotrieni povečajo vazodilatacijo in 
vaskularno prepustnost. To omogoča dostop teh celic do poškodovanih ali okuženih mest 
tkiva. Drugi citokini aktivirajo specifične poti v imunskih celicah, ki usmerjajo njihovo 
vedenje in imunski odziv na invazivni patogen. Obstajajo tudi PRR, ki prepoznajo 
molekulske vzorce, značilne za poškodovano tkivo (ang. damage associated molecular 
patterns, DAMP) (Howell in Shepherd, 2018).  
 
2.2.1 Sterilno vnetje in TLR 4 
 
Pri sterilnem vnetju le-tega ne povzročajo patogeni mikroorganizmi, vendar so ugotovili 
pojav podobnih molekularnih vzorcev, ki jih celice sproščajo pri poškodbah. Te 
imenujemo DAMP, ki jih poleg drugih prepoznajo tudi receptorji TLR4. Najbolj značilni 
ligandi za TL4 pri mikrobno povzročenih vnetjih so LPS (Takeda in sod., 2003). Pri 
sterilnem vnetju pa so našli druge, LPS-om podobne molekule, ki se vežejo na TLR4. 
Oksidativni stres je eden od povzročiteljev sterilnega vnetje. Zunajcelični vezikli se ob 
oksidacijskem stresu sproščajo iz celic. Njihova membrana je sestavljena iz fosfolipidne 
membrane, katere fosfolipidi so substrat za lipidno peroksidacijo. Peroksidira jih             
15 - lipoksigenaza. Tako nastajajo hidro(pero)ksilirani fosfolipidi in se lahko vežejo na 
kompleks, ki nastane z združitvijo TLR4 in myeloidnim faktorjem diferenciacije (ang. toll 
like receptor/ myeloid differentiation factor 2, TLR4-MD-2), kar povzroči aktivacijo 
TLR4. Oksidirani fosfolipidi se lahko vežejo na TLR4 in ga aktivirajo podobno kot LPS, 
kar je prikazano na sliki 5. 
 
 
Slika 5: Aktivacija TLR4 (Awasthi, 2014) 
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Receptorji TLR4 imajo dve aktivacijski poti. Prvi del poti, je za obe enak, in sicer: 
prepoznava A-regije LPS s strani TLR4. LPS ujame LPS-vezavna beljakovina (ang. LPS 
binding protein, LBP), nato dimer veže tretjo beljakovino, ki se imenuje CD14 (ang. 
Cluster of differentiation 14). naloga CD14 je transport TLR4 do regije na celični 
membrani, ki začne s signalizacijo. Naslednji korak je vezava s ko-faktorjem MD-2 (ang. 
myeloid differentiation factor-2), kar omogoča prenos TLR4 na celično membrano. Nato 
se tvori heteromer CD14/TLR-4/MD-2. Od tu naprej pa se poti ločita v MyD88 odvisno in 
MyD88 neodvisno pot (Garcia Bueno in sod., 2016).  
 
2.2.1.1 MyD88 odvisna pot 
 
TLR4 se poveže na adaptersko beljakovino MyD88 s svojo citoplazemsko domeno TIR 
(receptor za interleukin 1, IL1) in rekrutira kinazo, povezano z receptorjem IL1. IRAK4 se 
pridruži in aktivira faktor 6, ki je povezan z receptorjem TNF (TRAF6), kar vse skupaj 
imenujemo kompleks-1 (Xiang in sod., 2014). Ta kompleks je ločen od TLR4 in rekrutira 
skupino beljakovin imenovano TAK1 (TGFα sorodna kinaza) in TAB (TAK1 vezna 
beljakovina) 1, 2 in 3, ki tvorijo kompleks 2. Interakcije med temi beljakovinami 
povzročajo fosforilacijo, nekatere od njih pa omogočajo aktiviranje dveh možnih poti. Pri 
prvi fosforiliran TAK1 aktivira kompleks kinaz IκB (IKK), ki fosforilira zaviralec 
beljakovin kapa B (IκB), kar sproži njihovo razgradnjo s proteasomom in omogoči 
translokacijo jedrnega faktorja κB (NF-κB) v jedro (Delaney in sod., 2006). NF-κB 
uravnava izražanje genov, ki kodirajo proinflamatorne beljakovine, kot so encimi 
ciklooksigenaza-2 (COX-2) in inducibilni dušikov oksid sintaza (iNOS) ali vitokini IL-1β, 
IL-6 in faktor nekroze tumorja α (TNF-α). Pri drugi poti pa TRAF6 povzroči aktiviranje 
beljakovin kinaz, ki se aktivirajo z mitogenom (MAPK) imenovane ERK1/2, p38 in JNK z 
njihovo fosforilacijo. MAPK lahko regulirajo aktivacijo transkripcijskega faktorja 
imenovan aktivatorska beljakovina-1 (AP-1) (Plotnikov in sod., 2011). 
 
2.2.1.2 MyD88 neodvisna pot 
 
MyD88 neodvisna pot je odvisna od aktiviranja nekaterih adapterskih beljakovin, kot sta 
domena TIR, ki vsebuje adapter za sproščanje interferona-β (TRIF) in translokacijska 
beljakovina vezana na membrano (ang. translocating chain-associated membrane, TRAM) 
(Hyun in sod., 2013). Ti dve beljakovini heterodimerizirata v TRAM-TRIF, ki je sposobna 
aktivirati pot TRAF6-TAK1-IKK. TRIF lahko tvori homodimer TRIF-TRIF in preko 
aktivacije TBK1 uravnava izražanje regulatornega faktorja za interferon 3 (IRF3) in 
interferona 1β (IFN-1β). IFN-1β se veže na svoje membranske receptorje, ki aktivirajo 
transkripcijski signalni faktor in aktivatorja transkripcije (STAT). 
 
Obstaja več celičnih mehanizmov za uravnavanje prevelike aktivacije TLR4 pri patoloških 
stanjih. Glavna je proizvodnja endogenih zaviralcev, kot je ubikvitin (ang. ubiquitin) ligaza 
TRIAD3A, ki spodbuja ubikvitacijo (ang. ubiquitination) in posteriorno razgradnjo TLR4 
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(Chuang in Ulevitch, 2004) ali pa homologna beljakovina TLR4 RP105, ki blokira 
signalizacijo TLR4 na ravni celične membrane (Divanović in sod., 2005). Iz celic se poleg 
ostalih molekul izločajo tudi zunajcelični vezikli. Ti lahko prenašajo razne proinflamatorne 
molekule in s tem prispevajo k povečanju obsega vnetja.  
 
2.2.2 Zunajcelični vezikli 
 
Zunajcelični vezikli (ang. Extracellular vesicles, EV) so nosilci s kompleksnimi tovori, 
vključno z beljakovinami, lipidi in nukleinskimi kislinami. Poleg tega, da so mehanizem za 
zavračanje nefunkcionalnih celičnih komponent, so odkrili, da so tudi ključni akterji v 
medcelični komunikaciji (Mass in sod., 2017). 
 
Medcelična komunikacija je nujna za ustrezen razvoj in delovanje tkiv. Klasična 
komunikacija med celicami poteka preko adhezije (preko glikoproteinov na površini 
celice), medceličnih stikov in topnih delcev, ki delujejo na celico, v katerih so bili 
proizvedeni ali pa preko endokrinega sistema na druge celice in na daljše razdalje. V 
zadnjih letih so ugotovili, da poleg teh na signalizacijo med sosednjimi in oddaljenimi 
celicami vplivajo tudi EV. Poznamo tri različne vrste EV, in sicer eksosome, mikrovezikle-
ektosome in apoptotična telesca. Razlikujejo se po velikosti, gostoti gradienta, načinu 
nastanka ter njihovih sestavnih delih (Lainšček in sod., 2017). 
 
Služijo kot mehanizem za medcelično izmenjavo biološkega materiala in informacij, kar 
razdelimo na tri glavne mehanizme:  
a) EV-ji lahko aktivirajo receptorje na membranah ciljnih celic s predstavitvijo 
bioaktivnih molekul, kot so ligandi in antigeni, 
b) če pride do neposredne fuzije EV-ja s celično plazemsko membrano tarčne celice, 
se prenese vsebina EV (beljakovine, bioaktivni lipidi ali RNA), kar povzroči 
fenotipsko modifikacijo tarčne celice, 
c) Z invaginacijo, ki je podoben proces kot endocitoza, EV-ji prenašajo informacije 
direktno do tarčne celice (Deng in sod., 2019). 
 
EV pred sprostitvijo iz celice, v kateri so nastali, zajamejo maščobe, beljakovine, 
nukleinske kisline in številne druge biomolekule. EV-ji vsebujejo veliko število beljakovin, 
vključno z beljakovinami iz plazemske membrane, citoskeleta in citosola. Beljakovine se 
glede na različne skupine vežejo na površje veziklov in tudi s tem določajo njihovo vlogo. 
EV-ji nastali v imunskih celicah lahko neposredno spodbujajo vnetje s proizvodnjo 
provnetnih medatorjev. EV-ji regulirajo imunski sistem s prenosom receptorjev in vnetnih 
mediatorjev, kot so intracelularne adhezijske molekule 1 (ang. intercellular adhesion 
molecule 1, ICAM-1), vaskularne adhezijske molekule 1 (ang. vascular cell adhesion 
molecule 1, VCAM-1), P-selektin in E-selektin, nato stimulirajo izražanje adhezijskih 
molekul na endotelijskih celicah (ang. endothelial cells, EC) in levkocitih. EV-ji 
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spodbujajo vnetje z lastnimi lipidnimi frakcijami, ki na makrofagih aktivirajo receptor 
TLR4. Nevtrofilni EV-ji inducirajo EC, da izločajo interlevkin 6 (IL-6) in tkivne dejavnike 
(ang. tissue factors, TFs) (Deng in sod., 2019). EVji se sproščajo iz celic pri normalnih in 
stresnih pogojih. Dokazali so, da je kompleks TLR/MD-2 aktiviran pri pacientih z 
artritisom, ne pa pri zdravih ljudeh. Oksidativni stres in oksidacija fosfolipidov sta 
pomembna za aktivacijo TLR4 (Manček Keber in sod., 2015). 
 
2.2.3 Lipoksigenaze 
 
Lipoksigenaze (ang. Lipoxygenase, LOX) so encimi, ki peroksidirajo (nekontrolirana 
oksidacija lipidov v biološki membrani) večkrat nenasičene maščobne kisline, kot sta 
linolenska in arahidonska kislina (Kuhn in sod., 2016). LOX se izražajo v imunskih, 
epitelijskih in tumorskih celicah, kjer imajo različne funkcije (Mashima in Okuyama, 
2015). Poznamo več vrst encimov LOX, ki so si med seboj podobni, vendar delujejo na 
različnih substratih. Encimi arahidonat lipoksigenaze (ang. arachidonate lipoxygenase, 
ALOX) so poimenovani po tem, na katerem ogljikovem atomu na maščobnih kislinah, 
poteka peroksidacija. Tako poznamo ALOX 5, ALOX 12, ALOX 15,… Oksidacija 
fosfolipidov je eden od sprožilcev signalnih poti preko TLR4, vendar še ni čisto 
pojasnjeno, kakšno vlogo točno ima (Tian in sod., 2017). 
 
Manček Keber in sod. (2015) so poročali, da so oksidirani hidro(pero)ksilirani fosfolipidi v 
veziklih, ki so nastali s 15-lipoksigenazo, v kombinaciji s katalizatorjem, aktivna 
molekularna skupina v zunajceličnih veziklih, ki aktivira kompleks TLR4-MD2. 
 
EV-ji se sproščajo zaradi stresa in odločilno prispevajo k vnetju. Dokazali so, da sta 
oksidativni stres in peroksidacija fosfolipidov v EV-jih s 15-lipoksigenazo, pomembna za 
aktivacijo TLR4. Obstajajo razlike pri imunskem odzivu z zunajceličnimi vezikli, ki 
nastanejo zaradi LPS ali pa kot posledica oksidativnega stresa. Rezultati kažejo na različno 
izražanje več genov in s tem produktov, ki kasneje vplivajo na reševanje vnetja. Aktivirajo 
se drugi transkripcijski dejavniki/faktorji, kar vodi v izražanje IL-23 (interleukin 23), ki je 
mediator poti IL-23/Th17, ki je pomembna pri avtoimunskih boleznih, ishemijsko-
reperfuzijskih poškodbah in aktivaciji vnetnih genov, kot sta Tnfaip6 in Socs2. Nobeden od 
teh genov se ne izraža v primeru, da je vnetje povzročeno po poti z LPS-om. Z dodatnimi 
testiranji fosfolipidov, ki so bili podobni EV, so potrdili, da so tisti fosfolipidi, ki so bili 
oksidirani s 15-lipoksigenozo, drugačni ligandi za kompleks TLR4-MD2. Poleg tega pa so 
dokazali, da zmanjšano izražanje gena ALOX 15 vodi v sproščanje EV z zmanjšano 
jakostjo aktivacije TLR4, kar je potrdilo vlogo encima ALOX 15 kot fiziološkega 
proizvajalca oksidiranih ligandov (Ha in sod., 2018).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
V preglednici 1 navajamo laboratorijsko opremo, ki smo jo uporabili. 
 
Preglednica 1: Seznam laboratorijske opreme 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Applied Biosystems (ABI) aparatura za verižno reakcijo s polimerazo Veriti Thermal Cycler 
Binder CO2 inkubator za celične kulture 
Biometra kadička za agarozno gelsko elektroforezo 
BioRad aparatura za agarozno gelsko elektroforezo 
BioTek bralec mikrotiterskih plošč Synergy MX 
Brand avtomatska pipeta HandyStep in nastavki zanjo 
Canon fotoaparat za slikanje agaroznih gelov 
Corning Plošče s 96 luknjicami, plošče s 24 luknjicami, strgala za celice 
Eppendorf namizna centrifuga MiniSpin, termoblok Thermomixer R, multikanalne pipete 
različnih volumnov 
Gilson avtomatske pipete različnih velikosti 
Horizon kadička za agarozno gelsko elektroforezo 
Invitrogen Naprava za avtomatizirano štetje celic Countess, števne ploščice, barvilo 
tripan modro 
Iskra-PIO d.o.o. brezprašna komora 
Kambič avtoklav 
Kemomed štoparica, stekleničke za gojenje celičnih kultur, mikrotiterske plošče z 
različnim številom vdolbinic za gojenje celičnih kultur 
Kimberly-Clark rokavice KIMTECH 
LTH hladilnik 
MWG Biotech Naprava za verižno reakcijo s polimerazo Primus 25 Thermal Cycler 
Sartorius Stedim Biotech tehtnica 
Sigma-Aldrich parafilm 
Syngene G:BOX in pripadajoči računalniški program za obdelavo podatkov 
Thermo Scientific spektrofotometer NanoDrop ND-1000 
TPP Posodice za gojenje celičnih kultur različnih velikosti, serološke pipete, 
centrifugirke 
Zanussi zamrzovalnik 
 
3.1.2 Kompleti reagentov 
 
Za to magistrsko delo smo uporabili komplete za izolacijo plazmidov GeneJet Plasmid 
Miniprep Kit (Thermo Scientific, K0503), kit za izolacijo iz gela PEQ GOLD Gel 
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Extraction Kit (PeqLab, 080817) in kit za izolacijo genomske DNA Blood and Tisue Kit 
(Qiagen, 69506). 
 
3.1.3 Restrikcijski encimi 
 
Restrikcijski encimi prepoznajo specifično zaporedje nukleotidov za mesto rezanja. Ta 
mesta obsegajo med štiri in osem nukleotidov. Uporabili smo encim proizvajalca New 
England Biolabs (NEB), imenovan BbsI s prepoznavnim mestom GAAGAC(N)2↓. Za 
izvedbo T7E1 testa smo uporabili T7-endonuklezo 1, ki prepoznava nastale heteroduplekse 
in jih razreže. 
 
3.1.4 Bakterijski sevi in celične kulture 
 
Za manipulacijo in namnoževanje plazmidov smo uporabili bakterijske seve E. coli 
TOP10. Eksperiment smo naredili na sesalski celični liniji HEK293 (celična linija iz 
človeških zarodnih ledvičnih celic; vir: J. Weiss, University of Iowa, ZDA). 
 
3.1.5 Začetni oligonukleotidi 
 
Uporabili smo pet različnih začetnih oligonukleotidov. Za boljšo preglednost so v 
nadaljevanju celotnega dela označeni z interno številko na Kemijskem inštitutu 
(Preglednica 2). 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih oligonukleotidov 
Št. na KI Ime/funkcija Nukleotidno zaporedje 
7295 H.S.ALOX15sgRNA1fw 5' CACCGCCGCATCCGCGTGTCCACTG 3' 
7296 H.S.ALOX15sgRNA1rw 5' AAACCAGTGGACACGCGGATGCGGC 3' 
5389 U6prom-F 5' ATGATTCCTTCATATTTGCAT 3' 
7299 T7E1ALOX15fw 5' ACCGCCTTTTGGACTGGGGCTGA 3' 
7300 T7E1ALOX15rw 5' TTTGTGCAATGAGGGGCGCA 3' 
 
3.1.6 Plazmidi 
 
3.1.6.1 Plazmid pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 
 
Ta plazmid smo izbrali, ker ima nukleotidno zaporedje za zapis encima Cas9, promotorja 
U6 in zaporedje za sgRNA, v katero vstavimo izbrano vodilno zaporedje na restrikcijskem 
mestu za BbsI. Plazmid vsebuje rezistenco na puromicin, kar pa nam omogoča, da kasneje 
lahko opravimo selekcijo transficiranih celic HEK293. Poleg tega plazmid kodira zapis za 
bakterijski selekcijski marker (ampicilinska rezistenca – gen ampR), ki omogoča selekcijo 
transformant. Plazmid je prikazan na sliki 6. 
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Slika 6: Plazmid pX459 (Ran in sod., 2013) 
3.1.7 Protitelesa 
 
Za prenos po westernu in imunodetekcijo beljakovine ALOX 15 smo uporabili protitelesa 
navedena v preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih protiteles 
Št. na KI Ime/funkcija Proizvajalec 
1525 Kozja anti-mišja IgG-HRP Abcam (ab6721) 
2483 Kunčja anti-15 lipoksigenaza ab Abcam (ab80221) 
 
3.1.8 Gojišča 
 
3.1.8.1 Agarske plošče 
 
Agarska plošča je gojišče LB v trdi obliki. Uporabljali smo jih za rast bakterij E. Coli 
TOP10, v katerih smo pomnožili pripravljeni plazmid. Pripravili smo jih tako, da smo 
zatehtali LB gojišče (c=25 g/L, 10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt) in agar (c=15 
g/L), dolili destilirano vodo ter avtoklavirali. Po končanem postopku avtoklaviranja smo 
počakali, da se je gojišče ohladilo na približno 40°C, nato smo sterilno dodali 1 mL 
antibiotika ampicilin (c=50 mg/L) na 1 L gojišča. Za zagotavljanje sterilnosti smo plošče 
razlili ob ognju ter počakali, da so se strdile in jih shranili v hladilniku.  
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3.1.8.2 Tekoče gojišče 
 
Prav tako kot agarske plošče, smo tekoče gojišče uporabljali za pomnoževanje 
selekcioniranih izbranih bakterijskih kolonij in s tem plazmida v njih. Nato smo iz bakterij 
v gojišču izolirali plazmidno DNA s kompletom reagentov. Pripravili smo ga tako, da smo 
zatehtali LB (c=25 g/L), odpipetirali smo po 10 mL v stekleničke, jih avtoklavirali in 
dodali 10 µL ampicelina tik pred uporabo.  
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Sterilizacija opreme in aseptično delo 
 
Pri delu z bakterijskimi kulturami smo vsa gojišča in material, ki smo ga uporabljali, pred 
začetkom sterilizirali z vlažno toploto pri visokem tlaku, kar se imenuje avtoklaviranje. To 
je potekalo 20 min, pri temperaturi 121 °C in pri tlaku 1,2 barov. Prav tako smo uporabljali 
sterilno zapakiran potrošni material, kot so nastavki za pipetiranje in strgala za celice. Pred 
vsakim delom smo vse površine, opremo in material s katerim smo delali, razkužili s 70 % 
etanolom. Pri delu s sesalskimi celicami smo poleg prej naštetih ukrepov, pred vstopom v 
celični laboratorij, si še preoblekli haljo in nadeli kapico za glavo ter obujke za noge. Vse 
delo je bilo opravljeno v brezprašni komori oziroma laminarju. 
 
3.2.2 Zaporedje za zapis sgRNA 
 
V prosto dostopnem programu CRISPR Design Tool (MIT) smo izbrali zaporedje, ki je 
imelo najboljši rezultat glede ujemanja in čim manjšo verjetnost izven-tarčnega delovanja. 
 
Kot tarčno zaporedje smo izbrali naslednje zaporedje:  
5'  CCGCATCCGCGTGTCCACTG 3' 
Glede na izbrano zaporedje smo izbrali naslednje oligonukleotide: 
 
H.S.ALOX15sgRNA1fw: 5' CACCGCCGCATCCGCGTGTCCACTG   3' 
H.S.ALOX15sgRNA1rw: 5' AAACCAGTGGACACGCGGATGCGGC 3' 
 
3.2.3 Verižna reakcija s polimerazo 
 
Verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase chain reaction, PCR) je metoda za 
pomnoževanje odsekov DNA s pomočjo encima DNA-polimeraze. V reakcijo smo dali dva 
oligonukleotida, ki sta komplementarna začetnemu in končnemu delu odseka, katerega 
smo želili pomnožiti, Phusion Hot Start II DNA polimerazo, Phusion HF pufer in mešanico 
nukleotidov (mešanica nukleotidov dATP, dCTP , dGTP, dTTP), ki nalegajo na matrično 
DNA (Preglednica 4).  
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Preglednica 4: Reakcijska mešanica za PCR 
Ime Količina 
MQ*  31,5 µL 
Phusion HF pufer 10 µL 
dNTP (10 mM) 4 µL 
Začetni oligonukleotid (F,R) (c=20 µM 1 µL 
DMSO (dimetil sulfoksid) 1 µL 
DNA 100 ng 
Phusion HS II polimeraza 1 µL 
*MQ - voda, ki je prešiščena skozi 0.22 μm membrane pri uporu 18.2 mikro Ohmov 
 
Genomsko DNA moramo najprej denaturirati, da nastane enoverižna oblika, nato je na 
vrsti naleganje, ki poteka običajno v 35-ih ponovitvah oziroma ciklih, končno 
podaljševanje pa je potekalo 10 min pri 72°C (Preglednica 5). 
 
Preglednica 5: PCR (Polymerase Chain Reaction) program 
Stopnja   Temperatura Čas 
Začetna denaturacija   98 °C 1 min 
35 ciklov  98 °C 20 s 
  62 °C 20 s 
    72 °C 30 s 
Končno podaljševanje   72 °C 10 min 
Konec   4 °C ∞ 
 
3.2.4 Elektroforeze 
 
Pri delu smo uporabljali različne gele in elektroforeze. Agarozno gelsko elektroforezo smo 
uporabljali za preverjanje dolžin fragmentov po PCR reakcijah in izolacijo iz gela. 
Poliakrilamidne (ang. polyacrylamide gel, PAGE) gele smo uporabljali za preverjanje 
rezultatov po testu T7E1, če na agaroznem gelu rezultati niso bili vidni. Natrijev-dodecil 
sulfatne poliakrilamidne (ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel, NaDS) gele pa 
smo uporabili za detekcijo beljakovin v transficiranih bakterijah E. Coli TOP10, katere 
smo kasneje prenesli na membrano. 
 
3.2.4.1 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Za agarozni gel smo uporabili Agarose LE, pufer TAE (pufer, ki ga sestavljajo Tris, acetat 
in etilendiamintetraocetna kislina - EDTA) in EtBr (etidejev bromid). Gostota gela je bila 
odvisno od velikosti pričakovanega fragmenta. Glede na velikost našega fragmenta 
(približno 600 bp) smo se odločili, da bomo pripravili 1 % gel. Zatehtali smo potrebno 
količino agaroze (1 g za 1 %, 100 mL gel), jo raztopili v 100 mL TAE pufra ter kuhali 8 
min. Pufer TAE smo pripravili po receptu v preglednici 6. 
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Preglednica 6: Sestava pufra TAE 
Ime Količina 
Tris  242,0 g 
EDTA (etilendiamintetraocetna kislina) 100 mL 500 mM 
Ocetna kislina 57,1 mL 1 M 
dH2O do 1 L  
 
Ko se je gel shladil na približno 45 °C, smo dodali 5 µL EtBr (c=10 mg/mL), še enkrat vse 
premešali in vlili v pripravljen 100 mL nastavek za strjevanje gela. Glede na to, koliko 
vzorcev smo imeli ter kakšen je bil njihov volumen, smo na nastavek namestili glavničke, 
ki so nam služili za nastanek luknjic. Pustili smo približno 30 min, da se je gel strdil, 
odstranili smo glavničke in dali gel v kadičko s pufrom TAE.  
 
3.2.4.1.1 Nanašanje na gel 
 
Vsem vzorcem smo po končani PCR reakciji dodali ustrezno količino 6x nanašalnega 
pufra, da smo lahko PCR produkte nanašali na gel. Količina pufra je bila takšna, da je bila 
končna koncentracija vedno 1x. Vzorce smo imeli v kadički s pufrom, ki je bila pod stalno 
napetostjo med 110 in 130 V. V pufer TAE smo dodali EtBr za obarvanje DNA ob vezavi. 
DNA je negativno nabita, zato potuje proti pozitivno nabiti elektrodi (anodi), da se 
produkti DNA ločijo glede na dolžino fragmentov. Po približno pol ure smo pogledali 
rezultate pod UV lučjo, saj EtBr oddaja oranžno svetlobo po izpostavitvi UV svetlobi. 
Vedno smo poleg vzorcev nanesli tudi standarde različnih dolžin (ThermoFisher, 
GeneRuler 1kb DNA lestvica), s katerimi smo preverjali dolžino fragmentov. Če smo 
delali restrikcijo, nam je bila dodatna kontrola tudi nerezan PCR promnožek. 
 
3.2.4.1.2 Izolacija fragmentov DNA 
 
Za izolacijo DNA iz gela smo uporabili GeneJet PCR Purification Kit (Thermo Fischer 
Scientific, K0702). Najprej smo na gelu s pomočjo UV poiskali produkt želene dolžine, ki 
smo ga nato izrezali. Za to smo uporabili posebni nastavek in prenesli izrezan del gela v 
1,5 mL epico. Nato smo nadaljevali z izolacijo. V epico smo odpipetirali 100 µL 
vezavnega pufra in vzorce inkubirali 10 min na 55 °C, da se je gel raztopil. Vse smo 
odpipetirali na kolono ter centrifugirali pri 13.000 rpm 1 min. Kar je šlo skozi kolono (ang. 
flowthrough) smo odlili stran. Postopek smo ponovili še s 700 µL pufrom za izpiranje ter 
še enkrat centrifugirali. Kolono smo prenesli v novo epico, nato smo dodali 50 µL ultra 
čiste vode, inkubirali 2 min na 55 °C in centrifugirali 2 min, da smo celoten volumen 
dobili v epici. Koncentracijo smo pomerili na Nanodrop-u. 
 
3.2.4.1.3 Merjenje koncentracije DNA 
 
Na Nanodropu (Thermo Scientific) smo izbrali program za merjenje nukleinskih kislin, ki 
smo ga izvedli pri valovnih dolžinah 230 nm, 260 nm in 280 nm. Najprej smo nanesli 1 µL 
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slepega vzorca, medija, v katerem je bil naš vzorec. To je bila v vseh primerih ultra čista 
voda. Tako smo dobili podatke o mediju, glede na tega, pa se je potem določala 
koncentracija DNA. Meritev nam je dala podatke o koncentraciji (ng/µL) in čistosti 
vzorca. Razmerje med absorbancama pri 260 nm in 280 nm nam da prvi podatek o čistosti 
in je priporočljivo, da mora biti nad 1,8. Drugi podatek o čistosti pa je razmerje med 
absorbancama pri 260 nm in 230 nm, ki pa naj bi bilo med 1,8 in 2,2. 
 
3.2.4.2 Priprava PAGE gelov 
 
PAGE gele smo pripravili po receptu, ki je prikazan v preglednici 7. Uporabljali smo jih za 
detekcijo indel mutacij, ki nastanejo zaradi delovanja CRISPR/Cas9, kar smo preverjali s 
testom T7E1. 
 
Preglednica 7: Sestava 1,5 mm 15 % PAGE gela 
Ime Količina 
MQ*  3,6 mL 
10X TBE**  1,1 mL 
30 % akrilamid 5,5 mL 
APS (amonijev persulfat) 55 µL 
TEMED - tetrametiletilendiamin 5,5 µL 
*MQ - voda, ki je prešiščena skozi 0.22 μm membrane pri uporu 18.2 mikro Ohmov 
**TBE - 10X pufer, ki ga sestavljajo Tris, borat in EDTA (etilendiamintetraocetna kislina) 
 
PCR mešanico po testu T7E1 smo ločevali približno 1h 45 min pri 150 V v 1x TBE pufru. 
Po koncu ločbe smo gel barvali približno 30 min v barvilu Syber Gold (5 µL barvila in 
50 mL 1x TBE pufra) ter nato fotografirali pod UV. 
 
3.2.4.3 Priprava NaDS poliakrilamidnih (NaDS) gelov 
 
NaDS gele smo uporabljali za detekcijo beljakovin v transfeciranih bakterijah. Na gelu 
smo beljakovine najprej ločili med seboj, jih prenesli na membrano (prenos po westernu) 
ter jih detektirali s specifičnimi protitelesi. NaDS gel je sestavljen iz ločevalnega in 
vstopnega gela. Najprej smo pripravili ločevalni gel (Preglednica 8). 
 
Preglednica 8: Sestava ločevalnega gela 
Ime Količina 
MQ* 3,8 mL 
1,5M Tris pH 8,5 2,6 mL 
30 % akrilamid 3,4 mL 
APS (amonijev persulfat) 100 µL 
NaDS 10 % 100 µL 
TEMED tetrametiletilendiamin 10 µl 
*MQ - voda, ki je prešiščena skozi 0.22 μm membrane pri uporu 18.2 mikro Ohmov 
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Vedno smo pazili, da smo po dodajanju pripravljenih raztopin, čašo na hitro premešali ter z 
1 mL pipeto napolnili režo med stekelci. Na vrhu gela smo dodali 300-400 µL 
izopropanola, da smo preprečili izhlapevanje med 30-minutnim sušenjem. Izopropanol 
smo po pretečenem času odlili in gel posušili s filtrirnimi papirčki. Pripravili smo si 
vstopni gel (Preglednica 9). Vstopni gel smo s pipeto nalili čez ločevalni gel skoraj do vrha 
ter na vrh potopili glavničke. Počakali smo, da se je posušil. Gel smo sprali z destilirano 
vodo. Če gela nismo potrebovali takoj, smo ga položili na mokro papirnato brisačko in 
zavili v alu-folijo ter shranili v hladilniku, dokler nismo pripravili beljakovin. 
 
Preglednica 9: Sestava vstopnega gela 
Ime Količina 
MQ* 2,9 mL 
0,5M Tris pH 6,8 1,25 mL 
30 % akrilamid 0,67 mL 
APS / amonijev persulfat) 100 µL 
NaDS 10 % 100 µL 
TEMED (tetrametiletilendiamin) 10 µl 
*MQ - voda, ki je prešiščena skozi 0.22 μm membrane pri uporu 18.2 mikro Ohmov 
 
3.2.5 Delo z bakterijskimi celicami E. Coli TOP10 
 
3.2.5.1 Cepitev plazmidne DNA 
 
Za cepitev plazmidne DNA oz. restrikcijo, smo uporabili encim BbsI, ki prepozna 
zaporedje GAAGAC(N)2↓. Plazmid PX459 ima zapis, kjer lahko ta encim reže, zato smo 
ta encim izbrali za restrikcijo. Reakcijska mešanica je opisana v preglednici 10. S tem smo 
odprli plazmid in ga pripravili za sprejem konstrukta sgRNA. Na agaroznem gelu smo 
preverili, če je restrikcija uspel in nato smo odprt plazmid izolirali iz gela s kompletom 
GeneJET PCR Purification.  
 
Preglednica 10: Sestava restrikcijske mešanice 
Ime Količina 
Plazmidna DNA (px459) (Addgene) 3 µg 
Encim BbsI (NEB) 2 µL 
10X FAST restr. pufer (NEB) 5 µL 
dH2O do 50 µL  
 
3.2.5.2 Priprava vključka za plazmid 
 
Za pripravo vključka smo odpipetirali 10 µL (c=100 µM) vodilnega (7295) in 10 µL 
(c=100 µM) povratnega (7296) zaporedja, mešanico inkubirali 3 min na 95 °C ter postopno 
ohlajali do 10°C (0,01°C / s). S tem smo dosegli, da sta se komplementarna 
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oligonukleotida povezala in smo dobili ustrezen vključek, katerega smo vnesli v odprt 
plazmid PX459. 
 
3.2.5.3 Ligacija 
 
Najprej smo pripravili ligacijsko mešanico kot je prikazano v preglednici 11. 5X Rapid 
pufer na Kemijskem inštitutu pripravljajo sami (66 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1mM 
ditiotreitol (ang. Dithiothreitol, DTT), 1mM ATP, 6 % PEG 6000 (ang. Polyethylene 
glycol 6000, PEG 6000) pH 7,6). Ligacijsko mešanico smo 25 min pustili na sobni 
temperaturi. 
 
Preglednica 11: Sestava ligacijske mešanice 
Ime Količina 
Plazmidna DNA (rezani vektor) 100 ng 
T4 DNA ligaza (NEB) 1 µL 
5X Rapid lig. pufer 4 µL 
Vključek  1 µL 
dH2O do 20 µL  
 
3.2.5.4 Transformacija kompetentnih celic 
 
Transformacija je proces sprejemanja plazmidne DNA iz okolice v notranjost bakterijske 
celice. To smo dosegli tako, da smo kompetentne celice bakterije E. Coli TOP10 najprej 
odtajevali na ledu 30 min. Po tem smo dodali v epico celotno ligacijsko zmes in pustili na 
ledu 30 min. Povzročili smo temperaturni šok pri 42 °C za 4 minute. S tem je bila 
membrana bolj prepustna. Nato smo inkubirali 2 min na ledu, da smo zmanjšali 
prepustnost. K celicam smo dodali 1 mL gojišča LB, inkubirali na 37 °C 1 uro s stresanjem 
med 300 in 500 rpm. Sledilo je centrifugiranje 3 min s 7000 rpm, odstranili smo gojišče, 
celice resuspendirali in naredili razmaz na LBA (ampicilinske) plošče ter inkubirali na 
37 °C čez noč. Ampicilinske plošče smo izbrali, ker vnešeni plazmid vsebuje zapis za 
odpornost na ampicilin. 
 
3.2.5.5 Gojenje in izbira posameznih klonov bakterij 
 
Z namenom pridobivanja bakterijske kulture iz posamezne kolonije, smo naslednji dan 
izbrali nekaj kolonij ter vsako posebej nacepili v 10 mL tekočega gojišča LB, v katerega 
smo dodali ampicilin. Vse smo dali v inkubator na 37 °C čez noč. S tem smo dobili 
zadostno količino namnoženih bakterij, ki vsebujejo plazmid, kar nam je omogočilo, da 
smo kasneje izolirali plazmidno DNA.  
 
3.2.5.5.1 Izolacija plazmidne DNA 
 
Iz tekočega gojišča, kamor smo nacepili posamezne klone bakterij, smo s kompletom 
GeneJET Plasmid Miniprep izolirali plazmidno DNA. Gojišče z bakterijami smo 
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centrifugirali 10 min pri 10.000 obratih na min, odstranili gojišče, resuspendirali, dodali 
250 µL liznega pufra, vse temeljito premešali, zatem smo dodali 350 µL nevtralnega pufra, 
in ponovno centrifugirali 10 min. Vsebino smo prenesli na silikatno membrano, sprali s 
500 µL raztopine za spiranje, ponovno centrifugirali 3 min. Na koncu smo opravili spiranje 
v 50 µL ultra čiste vode. Koncentracijo plazmidne DNA smo pomerili na Nanodropu. 
 
3.2.5.6 Preverjanje nukleotidnega zaporedja 
 
Ustrezno vstavitev DNA v plazmide, smo preverili s sekvenciranjem po Sangerju. 
Zamešali smo 400-600 ng izolirane plazmidne DNA, dodali 1,25 µL 20 µM začetnega 
oligonukleotida (št. 5389) za ta plazmid z U6 promotorjem (kamor nalega izbran 
oligonukleotid) z zaporedjem 5' ATGATTCCTTCATATTTGCAT 3' ter dopolnili z ultra 
čisto vodo do 10 µL ter poslali na sekvenciranje v GATC Biotech. 
 
3.2.6 Delo s sesalskimi celičnimi kulturami 
 
3.2.6.1 Gojenje in pasaže celic 
 
Delo s celicami smo opravljali v celičnem laboratoriju, kjer je vse delo potekalo v 
laminariju. Celice HEK293 smo gojili v gojitvenih posodicah v inkubatorju na 37 °C v 
prisotnosti 5 % CO2 v gojitvenem mediju DMEM (Thermo Fisher Scientific, ang. 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium) z dodanim 10 % FBS (Omega, fetalni goveji 
serum). Pri ustrezni preraščenosti (90 %) gojitvene posodice smo celice subkultivirali.  
 
3.2.6.2 Štetje sesalskih celic 
 
Celice smo morali pobarvati, da smo lahko šteli žive in mrtve celice. Desetim µL 
resuspendiranih celic smo dodali 10 µL barvila tripan modro. Tripan modro je barvilo, ki 
prehaja skozi membrano mrtvih celic, zato se te obarvajo in ločijo od živih. Nanesli smo 
po 10 µL mešanice na števne ploščice (Invitrogen) in z napravo za avtomatizirano štetje 
celic Countess (Invitrogen) prešteli celice. 
 
3.2.7 Vnos DNA v sesalske celice 
 
3.2.7.1 Transfekcija 
 
Celice HEK293 smo transficirali z mešanico plazmidne DNA ter transfekcijskega reagenta 
PEI, oboje pripravljeno v ustrezni količini v 150mM NaCl. Za vsak µg transfecirane 
plazmidne DNA smo dodali 8 µL PEI v koncentraciji 0,324 mg/ml (pH 7,5). Plazmidno 
DNA in PEI smo redčili v 150 mM NaCl in zmešali v razmerju 1:1. Mešanico smo 20 min 
inkubirali pri sobni T in nato dodali celicam HEK293. 
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3.2.7.2 Krivulja preživetja in selekcija s puromicinom 
 
Transficirane celice smo selekcionirali s puromicinom, saj je vključek vseboval zapis za 
rezistenco na ta antibiotik. Da smo to lahko naredili, smo najprej na netransficiranih 
celicah HEK293, ugotovili najnižjo koncentracijo antibiotika, pri kateri celice ne preživijo 
več (ang. kill curve). To smo ugotovili tako, da smo celice nacepili (ccelic/luknjico=1,5x105) v 
gojitvene posodice in jim dodali različne koncentracije antibiotika. Celicam, ki smo jih 
transfecirali, smo dodali gojišče z dodanim puromicinom. Tiste celice, ki so sprejele 
vključek, so se kljub dodanemu puromicinu delile, medtem ko so tiste, ki vključka niso 
sprejele, odmrle. Selekcijo s puromicinom smo izvajali devet dni. Tako smo povečali 
možnost, da smo dobili celice, ki so bile uspešno transficirane. 
  
3.2.7.3 Gojenje in izbira posameznih klonov 
 
Za nadaljnje delo s celicami smo morali zagotoviti dovolj veliko količino genetsko enakih 
celic. To smo naredili tako, da smo poskusili celice toliko razredčiti, da smo dobili v eni 
luknjici na plošči, samo eno celico. Iz te celice bi nastali kloni, torej celice za katere 
predvidevamo, da so genetsko enake. Transficirane celice smo zato zbrali in naredili 
redčitve, kot je prikazano na sliki 7. Najprej smo povsod dodali gojitveni medij, v A1 smo 
dali transfecirane celice, nato naredili redčitve po stolpcu (rdeča puščica) in nato še po 
vrsticah (modre puščice). 
 
Slika 7: Redčenje celic za izbiro single clon-ov (Ryan, 2008) 
Te gojitvene plošče smo nato dnevno opazovali pod mikroskopom in označevali tiste 
luknjice, kjer smo opazili in ocenili, da je v luknjici smo en klon. Celice iz označenih 
luknjic smo po enem tednu prenesli v večje gojitvene posodice.  
 
3.2.7.4 Izolacija genomske DNA 
 
Da smo lahko naredili nadaljne teste (test T7E1, sekvenciranje), smo morali iz izbranih 
klonov najprej izolirati genomsko DNA. DNA smo iz celic izolirali s kompletom DNA 
Blood and Tisue Kit (Qiagen). Najprej smo celice prenesli v epice in jih centrifugirali 
Transficirane 
celice 
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5 min na 1500 rpm. Odpipetirali smo gojišče in resuspendirali v 200 μl PBS, nato smo 
dodali lizni pufer (ang. Buffer AL, AL) in etanol ter vse skupaj zmešali in centrifugirali 1 
min na 8.000 rpm. Nato smo dodali 500 μl pufra za spiranje 1 (ang. wash buffer 1, AW1) 
centrifugirali 1 min na 8.000 rpm ter postopek ponovili s pufrom za spiranje 2 (ang. wash 
buffer 2, AW2). DNA smo sprali s 30 μl ultra čiste vode.  
 
3.2.8 Test T7E1 
 
Test T7E1 je test pri katerem se preverja prisotnost heterodupleksov DNA, ki nastanejo pri 
prileganju verige DNA, ki je bila spremenjena zaradi delovanja CRISPR/Cas9, na verigo 
nespremenjene DNA. Pripravili smo mešanico po protokolu T7 Endonuclease I, kot je 
prikazano v preglednici 12.  
 
Preglednica 12: Sestava mešanice za test T7E1  
Ime Količina 
DNA  200 ng 
NEB 10X pufer 2 µL 
dH2O do 20 µL  
Endonukleaza E1 1 µL 
 
Test temelji na tem, da se DNA verigi najprej razklopita, nato nastavimo padanje 
temperature iz 96 °C do 25 °C (Preglednica 13), kar omogoči naključno združevanje.  
 
Preglednica 13: Program za test T7E1  
Temperatura Čas 
95 °C 10 min 
85 °C 1 min 
75 °C 15 s 
65 °C 30 s 
55 °C 30 s 
45 °C 30 s 
35 °C 30 s 
25 °C 30 s 
4 °C ∞ 
 
Ko se je mešanica ohladila smo vanjo dodali 1 µL endonukleaze in inkubirali na 37 °C 
30 min. Kjer se zaporedje ni popolnoma ujemalo so nastali heterodupleksi. Endonukleaza 
prepozna mesta, kjer so nastali heterodupleksi in jih razreže. V primeru, da takoj ne 
nadaljujemo z nanosom na gel, moramo reakcijo ustaviti. 
 
Za preverjanje rezanja, smo mešanice nanesli na 1 % agarozni gel, ker pa nam to ni dalo 
lepo vidnih rezultatov, smo ponovili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo, kjer smo 
uporabili 15 % PAGE gele. 
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V programu ImageJ smo na sliki gela, na katerem so bili rezultati testa T7E1, določili 
jakost proge in nato v programu Microsoft Excel izračunali, približno kolikšen delež indel 
mutacij nastane zaradi delovanja CRISPR/Cas9. To nam je omogočilo, da smo izbrali tiste 
klone, kjer naj bi bil ta delež največji. 
 
3.2.9  Prenos po westernu in imunodetekcija 
 
Klone celic, za katere smo s testom T7E1 ugotovili, da imajo največji delež indel mutacij, 
smo uporabili za nadaljnje delo. Te klone smo najprej lizirali, da smo dobili skupne 
beljakovine. Lizni pufer (40 mM Tris-HCl (pH 8), 4 mM EDTA, 274 mM NaCl, 2 % 
Triton X-100), ki smo mu dodali mešanico proteaznih inhibitorjev (Roche), smo dodali 
celicam. Celični lizat smo prenesli v sterilne epice in ga shranili na -80 °C. 
 
Nato smo za nadaljnje delo potrebovali podatke o koncentraciji skupnih beljakovin v 
celičnih lizatih. To smo naredili s testom BCA (bikinhonska kislina-Sigma). Na ploščo s 
96 luknjicami smo najprej nanesli 30 µL standarda. To so bile različne redčitve govejega 
serumskega albumina. Testne vzorce smo pripravili tako, da smo odpipetirali 28 µL ultra 
čiste vode in 2 µL celičnega lizata. Standardom in vzorcem smo dodali 200 µL raztopine 
BCA in bakrovega (III) sulfata, ki smo ga redčili 50:1. Vse skupaj smo inkubirali 30 min 
na 37 C in pomerili na napravi Synergy MX s programom Gen5. Ta nam je dala podatke o 
absorbanci pri 562 nm. Iz meritev standardov smo dobili umeritveno premico in glede na 
to preračunali koncentracijo beljakovine. 
 
Za NaDS elektroforezo (prisotnost natrijevega dodecil sulfata) smo pripravili 20 µg 
beljakovin na vzorec v 50 µL končne mešanice. Temu smo dodali 4x NaDS nanašalni 
pufer z dodanim reducentom in ultra čisto vodo do 50 µL. Vse smo premešali, kratko 
centrifugirali in vzorce inkubirali 5 min na 95 °C. Vzorce in proteinski standard smo 
nanesli na NaDS gele in jih ločevali po velikosti pri 200 V približno 50 min. Po končani 
elektroforezi smo izvedli prenos po westernu. Vsebino gela smo prenesli na nitrocelulozno 
membrano za prenos. Pripravili smo kaseto za prenos, nitrocelulozno membrano, filter 
papir in gobice. Vse smo najprej omočili v pufru za prenos (Preglednica 14). Na spodnji 
del kasete smo položili gobico, nato filter papir, membrano, gel, spet filter papir in gobico. 
Kaseto smo zaprli in vstavili v kadičko za prenos po westernu in dodali pufer za prenos.  
 
Preglednica 14: Sestava pufra za prenos 
Ime Količina 
Tris  30,3 g 
Glicin 144 g 
Metanol 2 L 
MQ* 8 L 
*MQ - voda, ki je prešiščena skozi 0.22 μm membrane pri uporu 18.2 mikro Ohmov 
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V kadičko smo dodali tudi zamrznjen pufer, da smo preprečili pretirano segrevanje. Tega 
smo po pretečeni 1 h zamenjali. Prenos smo izvedli pri stalnem toku 350 mA 2 h. 
Beljakovine so se s tem prenesle iz gela na membrano. Membrano smo do naslednjega dne 
dali v 0,2 % raztopino iBlock (Thermo Fisher Scientific, Preglednica 15). 
 
Preglednica 15: Sestava iBlock 
Ime Količina 
PBST*  100 mL 
iBlock (Thermo Fisher Scientific) 0,2 g 
*PBST - raztopina iz soli fosfatnega pufra in Tweena 
 
iBlock je reagent za blokiranje, ki temelji na visoko čistem kazeinu. Blokiranje v raztopini 
iBlock prepreči nespecifično vezavo protiteles. 
 
Preglednica 16: Sestava PBST (raztopina iz soli fosfatnega pufra in Tweena) 
Ime Količina 
PBS (Omega) 1X 
Tween (Sigma) 0,05% 
  
Naslednji dan smo membrano 3 x po 5 min spirali s PBST (Preglednica 16), nato jo za 
2,5 h dali v kunčja anti-15 lipoksigenaza protitelesa (redčitev 1:1000) v iBlocku. Ponovili 
smo spiranje s PBST-jem in membrano dali v iBlock s sekundarnimi kozjimi anti-mišjimi 
IgG-HRP protitelesi (1:3000) za 1 h 15 min. Oznaka HRP na koncu pomeni, da so 
protitelesa konjugirana s hrenovo peroksidazo (ang. horseradish peroxidase, HRP). Po 
spiranju s PBST smo membrano 2 min barvali s kompletom Femto (Super Signal, West 
Femto Maximum Sensitivity Substrate). Zamešali smo peroksidazni pufer in pospeševalec 
reakcije (1:1). Hrenova peroksidaza reagira z vodikovim peroksidom in razgraja luminol, 
pri čemer se sprošča svetloba, kar pa nam omogoči, da dobimo sliko. Slikali smo v napravi 
za slikanje membran G-BOX (Syngene), najprej pri beli svetlobi in nato še v temi, ter sliko 
primerno računalniško obdelali. 
 
3.2.10  Sekvenciranje 
 
Iz klonov, za katere smo se odločili po testu T7E1 in imunodetekciji, smo ponovno izolirali 
genomsko DNA. Pomnožili smo odseke z začetnimi oligonukleotidi, ki nalegajo na drugi 
ekson ALOX 15, nato ločili na agaroznem gelu ter izolirali DNA iz gela. Ustreznost 
zaporedja smo preverili s sekvenciranjem po Sangerju. Z istimi oligonukleotidi smo 
pripravili vzorce (ena ponovitev za sintezo s strani 3' in druga ponovitev za sintezo s 5'; 10 
vzorcev iz petih izbranih klonov) in poslali na sekvenciranje. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 NAČRTOVANJE sgRNA KONSTRUKTOV 
 
Nukleotidno zaporedje izbrane regije smo uporabili za načrtovanje sgRNA. Naša izbrana 
regija se nahaja na drugem eksonu ALOX 15 in je na sliki 8 obarvana z oranžno barvo in 
ima zaporedje: 5' CCGCATCCGCGTGTCCACTG 3'. 
 
 
Slika 8: Tarčno zaporedje (Pellegrini, 2016) 
S pomočjo orodja CRISPR Design Tool (MIT), ki je prosto dostopno na spletu, je približno 
20 baznih parov dolgo zaporedje na 5' koncu sgRNA molekule načrtoval dr. Duško 
Lainšček. To zaporedje je nujno za prepoznavanje tarčnega zaporedja. V program vnesemo 
DNA zaporedje regije, za katero želimo načrtovati sgRNA, pri čemer mora program 
upoštevati, da mu sledi zaporedje PAM (NGG). Program preveri in poda najbolj primerna 
zaporedja, glede na oceno primernosti za specifično vezanje in pojavljanje ne-tarčnih mest 
v genomu. Pri izbiri smo pazili na čim višjo oceno primernosti in s tem čim manjše število 
ne-tarčnih mest. To omogoča, da se izbrani oligonukleotidi ne bodo vezali drugje v 
genomu. Po priporočilih Ran in sod. (2013) smo za U6 promotor dodali gvanin. 
 
4.2 RESTRIKCIJA 
 
Izbran plazmid px459 nosi zapis za zaporedje za sgRNA, v katero vstavimo izbrano 
vodilno zaporedje na restrikcijskem mestu za BbsI. Preverili smo delovanje restrikcijskega 
mesta s tem encimom. Na gel smo naložili mešanico, kjer smo v eno mešanico dodali 
restrikcijski encim, v drugo pa ne. Z restrikcijo in nato na gelu smo preverili delovanje 
encima BbsI.  
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Slika 9: Restrikcija px459 z encimom BbsI 
Na sliki 9 vidimo, da je plazmid zaprt tam kjer encima nismo dodali. Kjer pa smo dodali 
encim, se je plazmid odprl in je na gelu potoval bolj počasi. Odprt plazmid smo izolirali iz 
gela in ga uporabili pri ligaciji. 
   
4.3 DELO Z BAKTERIJSKIMI CELICAMI 
 
Ligacijsko mešanico smo vstavili v kompetentne bakterijske celice E. Coli TOP10 in po 
transformaciji nacepili na plošče. Izbrali smo pet kolonij, ki smo jih nacepili v tekoča 
gojišča, iz katerih smo izolirali plazmide. Da smo preverili, če so plazmidi sprejeli želene 
vključke, smo vseh pet poslali na sekvenciranje.  
 
 
 
 
 
Slika 10: Rezultati sekvenciranja 
Na sliki 10 vidimo le del zaporedja, ki smo ga dobili. Želeno nukleotidno zaporedje je 
zapisano z rdečo barvo in je v treh vzorcih od petih, ki smo jih poslali na sekvenciranje. Pri 
petem vzorcu sekvenciranje ni bilo uspešno. Iz vzorcev 2-4 smo izbrali enega, ki smo ga 
uporabljali za nadaljnje delo. Plazmidno DNA smo uporabili za transfekcijo s PEI v 
celicah HEK293. 
 
       STANDARD                px459    
    1kbp         mix        zaprt p.    odprt p. 
10000 bp 
1: AGGACGAAACACCGGGTCT---TCGAGAAGACCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTA 
2: AGGACGAAACACCGCCGCATCCGCGTGTCCACTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTA 
3: AGGACGAAACACCGCCGCATCCGCGTGTCCACTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTA  
4: AGGACGAAACACCGCCGCATCCGCGTGTCCACTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTA 
5: AGGACGAAACACCGCCGCATCCGCATGA-------------------------------- 
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4.4 DELO S SESALSKIMI CELICAMI 
 
4.4.1 Določitev toksične koncentracije puromicina 
 
Najprej smo morali ugotoviti, pri kateri koncentraciji dodanega puromicina, je antibiotik 
toksičen za netransfecirane celice. To smo potrebovali, da smo kasneje lahko določili, 
katere celice so bile uspešno transfecirane in katere ne. Tiste, pri katerih transfekcija ni bila 
uspešna in vključka niso sprejele, niso prejele odpornosti proti puromicinu in niso 
preživele. Zato smo morali naprej določiti najnižjo koncentracijo puromicina, pri kateri 
kontrolne celice ne preživijo. 
Celice smo nacepili v gojitvene posodice. Poleg gojišča smo k celicam dodali različne 
koncentracije puromicina (c1 = 0, c2 = 0,25, c3 = 0,5, c4 = 0,75, c5 = 1, c6 = 1,25, c7 = 1,5, 
c8 = 1,75, c9 = 2, c10 = 3 µg/mL) ter opazovali pri kateri koncentraciji antibiotika celice še 
rastejo. Na sliki 11 je prikazano, da so celice pri koncentracijah nad 1,5 µg/mL, začele 
odmirati. Zato smo se odločili za koncentracijo 1,5 µg/mL. 
 
Slika 11: Preverjanje toksičnosti puromicina 
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4.4.2 Preverjanje uspešnosti transfekcije 
 
Na celicah smo izvedli transfekcijo. Uspešnost transfekcije smo preverjali z dodajanjem 
toksične doze antibiotika puromicina, ki smo jo določili s krivuljo preživelosti. V gojišče 
smo dodajali 1,5 µg/mL puromicina. Po devetih dneh selekcije sesalskih celic se je povečal 
delež celic s sprejetim vključkom, saj tiste, ki ga niso sprejele, niso prejele odpornosti proti 
puromicinu in niso preživele. Te celice smo razredčene nacepili v 10 gojitvenih plošč s 96 
luknjicami. Označevali smo kje se je pojavil samo en klon. Na sliki 12 je prikazano kakšne 
luknjice smo označevali. Na levi strani so celice označene z modro barvo samo v enem 
lepem skupku in smo predpostavili, da so se vse celice namnožile iz ene celice. To je bil 
edini skupek celic v luknjici. Medtem pa je na desni strani jasno vidno, da so se celice 
namnožile iz več različnih celic. 
 
Slika 12: Kloni v luknjicah na plošči 
Po enem tednu smo imeli označenih 42 luknjic. Celice iz teh označenih luknjic smo gojili 
naprej v gojiščih z večjimi volumni. 
 
4.5 IZOLACIJA DNA IZ CELIC IN IZ GELA 
 
Da smo lahko preverili delež indel mutacij s testom T7E1 in potem vzorce poslali 
sekvencirat, smo iz vseh 42-ih klonov in iz kontrolnih celic, ki niso bile transfecirane, 
izolirali DNA in izvedli reakcijo PCR. Uporabili smo začetna oligonukleotida 7299 in 
7300. Produkte PCR smo nanesli na gel. Naše zaporedje je dolgo približno 600 bp. Z 
lestvico, katero smo nanesli najprej, smo lahko odčitali velikost pomnožka. Na sliki 13 je s 
puščico prikazan del izrezanega gela iz katerega smo izolirali DNA. 
 
 
 
Slika 13: Pričakovana velikost fragmentov po reakciji PCR 
32 
Perčič A. Urejanje gena ALOX 15 z metodo CRISPR/Cas9 v celicah HEK293.   
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2019 
    
Slika 13 prikazuje prvih 12 vzorcev in kontrolni vzorec. Pri vseh 42-ih klonih smo izrezali 
isti del, zato ostali niso prikazani. Pri 600 baznih parih je s puščico označena pričakovana 
dolžina pomnoženega fragmenta, znotraj katerega naj bi potekla modifikacija genoma. 
 
4.6 TEST T7E1 
 
Na vseh klonih smo opravili test T7E1. Poleg osnovne proge dolžine približno 600 baznih 
parov, vidimo tudi dve dodatni, na približno 150 in 450 bp. 
 
 
Slika 14: Gel z rezultati testa T7E1 na vseh klonih 
Na slikah gelov (Slika 14) smo s programom ImageJ določili jakost proge in nato v 
programu Microsoft Excel izračunali (Preglednica 17), približno kolikšen delež indel 
mutacij, nastane zaradi delovanja CRISPR/Cas9. S tem smo izbrali tiste klone, kjer naj bi 
bil ta delež največji. Izbrali smo jih pet, kjer so bili rezultati testa najboljši (čimvečji delež 
B+C). Na sliki gela smo v programu ImageJ označili področja posameznih prog. S črko A 
je označena proga dolžine 600 bp, s črko B z dolžino 450 bp in s črko C proga z dolžino 
150 bp (Slika 15). Ker smo v mešanico dodali polovico divjega tipa oziroma slepega 
vzorca in polovico iz naših klonov, smo lahko preračunali približno uspešnost. Pri tej 
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metodi je bilo potrebno dobro označevanje posameznih krivulj, ki prikazujejo proge. 
Lahko bi prihajalo do kar velikih napak, zaradi neustreznega izbiranja površine pod 
krivuljo, ki se izriše za posamezeno progo.  
 
 
Slika 15: Prikaz površine za izračun prisotnosti indel mutacij 
Preglednica 17: Izračun prisotnosti indel mutacij 
  površina izračun deleža B+C 
klon A B C (B+C)/(A+B+C)*100 
1 11.839.033 7.378.891 5.311.255 51,73 
3 15.988.468 5.391.426 3.192.134 34,93 
9 11.231.296 2.151.335 1.216.385 23,07 
25 26.042.095 9.836.640 7.332.589 39,73 
30 14.314.660 3.478.062 2.039.355 27,82 
 
V nadaljevanju so ti kloni poimenovani s številkami 1, 3, 9, 25 in 30. Test smo ponovili pri 
teh petih klonih v paralelkah, kjer smo v eno paralelko dodali endonukleazo, v drugo pa ne. 
Rezultati so prikazani na sliki 16. Kjer je bila endonuklaza dodana, vidimo poleg osnovne 
proge dolžine približno 600 baznih parov, tudi dve dodatni, na približno 150 bp in 450 bp. 
Poleg izbranih klonov, smo test opravili tudi na slepem vzorcu, kjer tudi ob prisotnosti 
endonukleaze, ne vidimo dodatnih prog.  
 
 
Slika 16: Izbrani kloni po testu T7 
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S testom smo uspešno potrdili, da smo modificirali genom na točno določenem mestu v 
celicah HEK293. Ta test smo po nekaj subkultivacijah celic ponovili, da smo se prepričali, 
da se spremenjen genom prenaša iz pasaže v pasažo. 
 
4.7 BCA 
 
Na sliki 17 je prikazano kako smo razporedili vzorce za merjenje BCA. V zgornjih 
luknjicah so različne koncentracije BSA za umeritveno premico, kar je po inkubaciji na 
37 ˚C razvidno že po sami barvi. V spodnjih dveh sta dve ponovitvi za meritve naših 
vzorcev (stolpec 1, vrsti B in C sta isti vzorec).  
 
 
Slika 17: Plošča za merjenje BCA 
V plošči so si po vrsti sledili vzorci 1, 3, 9, 25, 30 in slepa kontrola. Že sama primerjava 
intenzitete barve pred merjenjem nam je povedala, da ima najvišjo koncentracijo vzorec 30 
in slepa kontrola, kar nam je potrdil tudi izračun koncentracije, ki je prikazan v 
preglednici 18. Za izračun koncentracije v vzorcu, smo iz umeritvene premice, ki smo jo 
dobili iz absorbanc različnih koncentracij BSA, izračunalni smerni koeficient in začetno 
vrednost. Tako smo vzorcu prišteli začetno vrednost in delili z smernim koeficientom te 
premice. Meritve BCA so nam dale podatke o koncentracijah o skupnih beljakovinah. Te 
podatke smo potrebovali za pripravo mešanice za prenos po westernu, saj smo morali v 
reakcije dati enako količino skupnih beljakovin. 
 
Preglednica 18: Merjenje absorbance in izračunane koncentracije 
klon absorbanca koncentracija (µg/µL) 
1 0,83450 804,6 
3 0,76050 742,9 
9 0,70050 692,9 
25 0,73200 719,2 
30 0,86050 826,3 
slepa 1,16850 1.082,9 
 
S tem smo zagotovili predvideno enakomerno količino ALOX 15 v vseh vzorcih, s čimer 
intenziteta izražanja ni bila odvisna od morebitne višje koncentracije beljakovin. 
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4.8 PRENOS PO WESTERNU IN IMUNODETEKCIJA 
 
Prenos po westernu in imunodetekcija sta nam dala podatke o izražanju beljakovin. 
Beljakovina ALOX 15 je velika približno 71 kDa. Iz slike 18 je razvidno, da se je 
beljakovina izražala v največji meri pri slepem vzorcu – kontroli. Kontrolni vzorec je bil 
vedno celični lizat netransfeciranih HEK293 celic. 
 
 
Slika 18: Membrana, ki prikazuje izražanje beljakovine ALOX 15 
Na gel smo v prvi žepek nanesli proteinski standard z beljakovinami znanih molskih mas 
in tudi te prenesli na membrano. S 70 kDa je označena velikost na lestvici. Pričakovali smo 
malo večjo beljakovino (71 kDa). Po vrsti so označeni posamezni izolati. Pri vseh vzorcih 
se v belih pravokotnikih jasno vidi, da je izražanje manjše v primerjavi s kontrolo. 
Pričakovali smo, da bodo spremembe v izražanju glede na rezultate testa T7E1 bolj 
zaznavne. Za št. 25 lahko trdimo, da je izražanje najmanjše  oziroma skoraj nično. Nad 
rezultati pri 71 kDa so vidne nespecifične proge. To ne pomeni, da imunodetekcija ni 
uspela, ampak smo bili že ob nakupu protitelesa opozorjeni, da nespecifične proge lahko 
nastanejo. 
 
4.9 SEKVENCIRANJE 
 
Ko smo za posamezne klone z imunodetekcijo opravili analizo izražanja beljakovine 
ALOX 15, smo klone ponovno poslali na sekvenciranje po Sangerju. Tako smo dobili še 
potrjeno spremembo v nukleotidnem zaporedju, kar je še en dokaz več, da je bilo naše delo 
uspešno. Na sliki 19 je shematski prikaz gena ALOX 15 in delovanje sistema 
CRISPR/Cas9. Pod WT je označeno zaporedje slepega vzorca oziroma kontrola, kjer DNA 
ni bila spremenjena. Na tem zaporedju je z vijolično označeno izbrano tarčno zaporedje, z 
roza barvo zaporedje PAM in s trikotnikom predvideno mesto rezanja encima Cas9. Pod 
njo je nukleotidno zaporedje vzorca 25, kjer je z * označeno, kje se zaporedji ujemata, 
ostali neoznačeni deli pa se ne ujemajo.  
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Slika 19: Primerjava slepega vzorca z vzorcem št. 25 
 
Uspešno smo ustvarili celično linijo z okvarjenim genom Alox 15. Z uporabo te linije v 
nadaljnjih poskusih se lahko še dodatno razišče delovanje ALOX 15 na aktivacijo TLR4. 
 
V prihodnje bi lahko iz nove linije celic, ki so označene pod številko 25, izolirali 
izvencelične vezikle in po enakem principu kot Manček Keber in sod. (2015) preverili 
aktivnost veziklov in morebiti potrdili delovanje ALOX 15 na aktivnost receptorjev TLR4.  
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5 SKLEPI 
 
V magistrskem delu smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
- Pripravili smo plazmidne konstrukte, v katere smo uspešno vnesli izbrane sgRNA, 
kar smo dokazali s sekvenciranjem plazmidov.  
 
- Transficirane celice HEK293 je mogoče odbrati s puromicinom. 
 
- Z uporabo sistema CRISPR/Cas9 smo uspeli pripraviti linijo HEK293 z izničenim 
genom ALOX 15, kar smo dokazali s testom T7E1, s prenosom po westernu in 
imunodetekcijo, ter s sekvenciranjem nukleotidnega zaporedja izbranih klonov. 
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6 POVZETEK 
 
Vnetje, ki se pojavi brez prisotnosti mikroorganizmov se imenuje sterilno vnetje. Obstaja 
več razredov receptorjev, ki so pomembni za zaznavanje in za naknadno indukcijo 
provnetnih odzivov. To so receptorji za prepoznavanje vzorcev. Najbolj znani od teh so 
Toll-u podobni receptorji, ki so transmembranske beljakovine na celični membrani ali v 
endosomih. Eden izmed njih je TLR4. V primeru sterilnega vnetja na aktivacijo posredno 
vpliva tudi encim 15-lipoksigenaza (ALOX 15). Zunajcelični vezikli se ob stresu sproščajo 
iz celic. Njihova membrana je sestavljena iz fosfolipidne  membrane, katere fosfolipidi so 
substrat za lipidno peroksidacijo. Peroksidira jih ALOX 15. Tako nastajajo 
hidro(pero)ksilirani fosfolipidi in se lahko vežejo na kompleks TLR4-MD-2, kar povzroči 
aktivacijo TLR4. Ker pa še ni čisto jasno, kako delujejo razni mehanizmi, smo želeli 
narediti celično linijo, v kateri se ALOX 15 ne bi izražal, kar je bil cilj tega magistrskega 
dela. Odločili smo se, da uporabimo metodo CRISPR/Cas9. Načrtovali in pripravili smo 
konstrukte glede na tarčno zaporedje v genomu, ga vnesli v celice HEK293 in naredili 
selekcijo s puromicinom. Genomsko modifikacijo smo preverili s testom T7E1. Za 
nadaljnje delo smo izbrali pet potencialnih klonov. Iz klonov smo izolirali DNA in naredili 
imunodetekcijo, da smo preverili izražanje beljakovine, s katerim smo dokazali zmanjšano 
izražanje. Na koncu smo vzorce še enkrat poslali na sekvenciranje, da smo dokazali 
spremembo v zaporedju genoma. Potrdili smo, da smo uspešno naredili celično linijo z 
manjšim izražanjem beljakovine ALOX 15, kar nam omogoča nadaljnje raziskovanje 
mehanizma aktivacije po tej poti. 
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